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(54) TiUe: INTRADERMAL BOVINE POLYNUCLEOTIDE VACCINE 



(54) Titre: VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE BOVIN POUR VOIE INTRADERMIQUE 
(57) Abstract 



A bovine polynucleotide vaccine formula including an intradermally effective amount of a plasmid consisting of a combination of 
a DNA sequence coding for a bovine pathogen immunogen and a promoter enabling in vivo expression of said immunogen in skin cells, 
is disclosed. Said vaccine formula is suitable for intradermal delivery by means of a liquid jet delivery apparatus. The portable bovine 
vaccination equipment includes a liquid jet delivery apparatus and a flask suitable for containing a plurality of doses of such a vaccine 
formula, and the delivery apparatus is designed to deliver a vaccine formula dose intradermally. 

(57) Abreg^ 



La formule de vaccin bovin polynucl^otidique comprcnd une quantity efficace par voic intradermique d'un plasmide associant une 
s^uence d'ADN codant pour un immunogfene d'un agent pathogfene bovin et un promoteur pcimcttant Texprcssion de cet immunogfene in 
vivo dans les cellules de la pcau. cenc formule de vaccin 6tant adapt6e ^ ! 'administration intradermique par un appareil d'administration 
par jet liquide. L'installation portative de vaccination bovine comprcnant un appareil d 'administration par jet liquide et un flacon adapts 
comprenant plusicurs doses d'unc telle formule de vaccin. Tapparcil d*administration 6imt conqu pour ddivrcr une dose dc formule de 
vaccin en intradermique. 



VNIQVEMENT A TFTRE D'lNFORMATION 



Codes utUis6s pour identifier Ics Etats parties au PCT, sur !es pages de couvcrmre des brochures publiant des demandes 
inicmationalcs en vcrtu du PCT. 



AL 


Albanic 


ES 


EspagiK 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovdnic 


AM 


Amiinic 


FI 


Fintajidc 


LT 


Lituanic 


SK 


Stovaquie 


AT 


Auirichc 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


S^n^gai 


AU 


Auscralte 


GA 


Gabon 


LV 


Lcuonie 


sz 


Swaziland 


AZ 


AzerbaVljan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnie-Hcrztfgovine 


GE 


G*orgie 


MD 


Republtque de Moklova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guin6c 


MK 


Bx-Rapublique yougoslavc 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grtcc 




de Mac6doinc 


TR 


Tuiquic 


BG 


Bulganc 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinild-ct-Tobago 


BJ 


B^nin 


IE 


Irtande 


MN 


Mongol le 


UA 


Ukraine 


BR 


Bi^sil 


IL 


Isn£l 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Et^s-Unis d'Am^rique 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mcxique 


uz 


Ouzbekistan 


CF 


R^publique ccntrafricainc 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CC 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougosiavic 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Nwvtge 


ZW 


Zimbabwe 


a 


Cflic d'lvoire 


KP 


R^publique populaire 


NZ 


Nouvelle-Z^lande 






CM 


Cameroun 




d^mocratique de Cor^e 


PL 


Pok>gnc 






CN 


Chine 


KR 


R6pub1iquc de Cortc 


FT 


Ponugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roununie 






CZ 


Rdpubliquc ichfcque 


LC 


Saime- Lucie 


RU 


F^£ration de Russte 






DE 


Allemagne 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


SuMe 






EE 


Estooic 


LR 


Lib^a 


SG 


Singapour 







3NSDOCID:<WO 9803196A1 I > 



wo 98/03196 

PCT/FR97/01322 ' 

1 

VACCIH POL^acLEOTIDIQOE BOVIB POUR VOIE IStR«EH,„0UK 

a la ^,7":*""" invention concerne un perf ectionne^enc appo.te 

a la vaccination des bovins . i^yo-^ce 

5 L' immunisation et la varr•^•r.^,^■;«r, 

^uno,.ne ,dite vaccination polynucleotidigue ou par l^N, a 
eta dacrxte dans la de^ande de brevet wo-A-90 11097 
prote.ne cod4e par la .^^ence nucleotidig^e inseree ' es! 
10 .u.ceptrble d^.tre e=cpri„.e dan= les cellules e^ d.e^er L 
deve oppe.ent d-une r^ponse i^unitaire. Oette de.ande 

l.poso^es. Be facon preferie, l-ATN est introduit dIL 
muscle. L.ADN pourrait aussi Stre introduit d^s la peau dans 
1= certains organes ou dans le san„ t ■ ■ . 

^i., ■ . ^ sang, 1' injection pouvant etre 

realises de diffirantes .ani*res telles Je iT llH 
intrader.i<,e, la voie transcutan.e, la voie i^travtine:!: 

Les travaux qui ont suivi les premiires descriptions de 
20 cette technique ont de,„ontre I'int^rit d-utlliser soit 1 

gene gun qui consists 4 propulser des microparticules 
T^l ZZ ""T"^^ -"icroparticules d-or. rL^tues L 
2S de": p::u "'"^ ^^-^ cenulalres superf icielles 

^'•^3 j./4y ; G.J.M. COX et al t ^-p rr- n 

..^^^ ^ ec ai., J. of Virology, Volujne 67 n« 9 

r::::: "int'd"""" - ™ ^ ^ - 

3 0 u lisant ^a voie iT' vaccination par ^« en 

i-x-isanc la voie mtramusculaire . 

II a egalement ete largement d^montre que la voie 

mtramusculaire donnait des resul^^^c= - • la voie 

■ir,i-^=^ • resultats superieurs ^ la voie 

mtradermique, mais que en fin 

nrnmot-.- ' • en fm de compte, la voie la plus 

prometteuse etait 1 ' uri i ^ pius 

3= ..clique, les doses":^!"::: - ir ir^^irj": 

doses necessaires par voie in^r■=«„ , • ^-^J-eures aux 

a F. FYNAN et al dLT o ""'^^^=^^1^^^-- On peut se referer 

FYNAN et al. dans P.n.a.s. USA Volume 90, 11478-11482 
Decembre 1993, WO-A-95/20660 ' 
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De meme D. TANG et al . (Nature 3 56, 152-154, 12 mars 1992) 
one moncre 1' absence de reponse immunitaire apr^s 
1 'administration d' hormone de croissance humaine par voie 
intradermique a I'aide d'une aiguille hypodermique . Les auteurs 
ont en revanche demontre I'obtention d'une reponse immunitaire 
a I'aide de la technique du "gene gun", 

Seuls E. RAZ et al , (P.N.A.S. USA, Vol. 91, 9519-9523, 
septembre 1994) ont rapporte que 1 ' administration intradermique 
pouvaic induire des titres en anticorps eleves. 

De son cote, la technique du "gene g\an" a 1 ' inconvenient 
d'etre difficile et coQteuse a mettre en oeuvre, puisqu'elle 
necessite la preparation et 1 ' utilisation de particules d'or 
revetues de I'ADN et leur administration a I'aide d'un 
propulseur special . 
15 Des auteurs ont done developpe une technique alternative 

qui prevoit 1 ' utilisation d'un appareil d' administration par 
jet liquide. On peut citer P,A. FURTH et al . dans Analytical 
Biochemistry 205, 365-368, 1992 qui decrivent 1 ' utilisation de 
I'appareil denomme Ped-o-jet, qui est un injecteur utilise pour 
20 delivrer des vaccins humains dans les tissus musculaires, pour 
1 ' administration d'un vaccin ADN. Les auteurs rapportent que 
1' injecteur peut faire passer I'ADN It travers la peau et 
atteindre les muscles, le tissu graisseux et le tissu mammaire 
des animaux vivants. 
25 H.L. VAHLSING et al . , dans Journal of Immunological 

Methods 75 (1994) 11-22, decrivent 1 ' utilisation de I'appareil 
denomme Med-E-Jet pour une administration transcutanee et 
intramusculaire , 

On peut citer encore M, JENKINS et al . , dans Vaccine 1995, 
30 Volume 13, n° 17, 1658-1664, qui decrivent 1 ' utilisation de la 
vaccination par jet dans le muscle. 

Le virus syncitial respiratoire bovin BRSV est present 
dans le monde entier et peut causer des maladies sdv^res du 
tractus respiratoire inferieur chez les bovins, cette maladie 
35 etant similaire a celle causee par le virus respiratoire 
syncytial HRSV chez les enf ants . Au cours d'une etude, il a et6 
trouve que plus de 95 % des veaux ages de 2 ans etaient 
infectes par le virus BRSV (Van der Poel et al . , Archives of 
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Virology 1993, 133, 309-321). 

Le besoin en vaccin centre le virus BRSV 
n'a pas donn. lieu au d.veloppe.ent de vaccins em^"" "^'^ 
premieres tentatives de varr-ir, ! ^^^^^^^ effxcaces. Les 

5 I'appari.ion d'une facTlirat '"'^"'^ ^ ^ 

naturelle, sugg Jant " ! v " "^'"'"'^ "^^'^ ^^^^^-^ 

^ sgerant que la vaccination pouvait etre ri«n«= 

(Anderson et al . , Journal of Infectious ^^^^ ^^^^ereuse 

1 i J-nrectious Diseases, 1995 171 

d.ux 3ly..pro.4i„es ..J eure. de surface T"" 

revanche, les assais de vacel^!^ ^ ^" 

^es..e co^e chez les enfan.s vtccil's 'l 

ont developoe des an^■!^^ ' "^^^ veaux 

neutraiisants Z:::r:::^zT^T ^^""^^^ 

lors d'une infection ult.^L'e paTi '^ ^^'^^^^^ inununitaire 

20 al.. Am. J. vet Res Vol o '''^''^ "^^"^^^ 

vet. Res., vol. 53, n^ 8, aoQt 1992, p 1315-1321) 
La presente invention a pour objectif J f 

perfectionnement i la vaccinats '"''^''^^^ un 

vaccination des bovins n^r- anM ^ • 

permette d' assurer une vaccination . • 

ui-ii^ vducinacion au moms ;:9n<=c;-; ^-p^ • 

coate.se. "^""^^^ et moins 

p« J:.:riu''^To"arsj;;"T"°" "^ '—^^ - 

essentiellement en ce Zl ™^ lnnocHit4 accrue, 

30 presents dans les t.ssu^: ""^ vaccination 

autre obiectT-F i / • 

vaccination des anilal dest nr\"\T' "^^''^ 
a -assurer egale:„ent une innocultrtelle 1 7"=°"^"^- 
pr<sente pas d'effets 1, ^ vaccination ne 

i5 viande. defavorables sur la presentation de la 

Un autre obiecti f r^^^ i / • 
ae vaccination de UlL ' ^" - 

an ob^ectif sp.cifi^e de l-invention est de foumir un 
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tel vaccin permettant la protection des bovins contre le virus 
BRSV, le virus IBR, le virus BVD ou le virus Pl-3 . 

Les demandeurs ont trouve qu'il etait possible de remplir 
ces objectifs en administrant le vaccin par voie intradermique 
5 a I'aide d'un injecteur liguide sans aiguille, assurant en 5 
points une repartition du vaccin essentiellement dans 
I'epiderme, le derme et I'hypoderme. Les essais conduits par 
les demandeurs dans le domains de la vaccination des bovins 
contre le virus respiratoire syncitial bovin (Bovine 
10 Respiratory Syncitial virus, BRSV) ont permis d'obtenir des 
resultats d ' immunisation superieurs par cette voie a ce qui est 
obtenu par la voie intramusculaire . 

La presente invention propose pour la premiere fois la 
vaccination des bovins par des vaccins polynucleotidiques (ou 
vaccins ADN ou encore vaccins plasmidiques) congrus pour, et 
administres par la voie intradermigue au moyen d'un injecteur 
sans aiguille par jet liquide. 

La presente invention a done pour objet une formule de 
vaccin polynucleotidique comprenant une quantite efficace par 
voie intradermique d'un plasmide associant une sequence d'ADN 
codant pour un immunogene et un promoteur permettant 
1' expression de cet immunogene in vivo dans les cellules de la 
peau, cette formule de vaccin etant adapt^e k 1 ' administration 
intradermique (on vise en particulier les cellules de 
I'epiderme, du derme et de I'hypoderme ; 1 ' administration vise 
en particulier k presenter les antig^nes exprimes aux cellules 
dendritiques de Langerhans de la peau. lesquelles se localisent 
essentiellement dans I'epiderme) par un appareil 
d' administration intradermique par jet liquide, en particulier 
3 0 1' appareil denomme Pig jet (fabrigue et distribu6 par 
Endoscoptic, Laons, France) ou un appareil equivalent delivrant 
le vaccin par une tete k 5 buses dans des conditions 
equivalentes au Pigjet. De maniere generale, les formules de 
vaccin selon 1' invention seront adapt^es pour une 
35 administration par un appareil d' administratrion par jet 
liquide poss^dant de 1 a 10 buses, de preference de 4 li 6 , plus 
pref erentiellement encore de 5 k 6. 

Cela passe par un vehicule adapte k la voie intradermique, 
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tel que eau. tampon, eau physiologigue, liposomes, lipides 
cationigues et en general vehicule de faible viscosite 
notamment equivalents ou proche de celle de I'eau, et par un 
volume de dose utile et efficace par cette voie. 

Notamment, mais pas exclusivement , avec un appareil ayant 
5 ou 6 buses, c'est-a-dire administrant la dose par 5 ou 6 
orxfices et sous forme de 5 ou 6 jets de volumes identiques le 
volume de dose pourra etre avantageusement compris entre 0,1 ml 
et 0.9 ml, de preference entre 0,2 et 0,6 ml 
preferentiellement de 1 ' ordre de 0,4 a 0,5 ml. 

La formule de vaccin comprendra une quantite de plasmide 
antradermiquement efficace qui sera en general de 10 ng A 1 mg 
de preference de 100 ng 4 500 jxg, preferentiellement de 0.5 Lig 
a 50 ^g de plasmide. 

Typiquement, 1' invention cherche ^ administrer la formule 
de vaccin en plusieurs points afin d'optimiser la transfection 
des cellules par les plasmides . Cela se traduit par une 
preference pour I'usage d'une tete d'ejection A plusieurs 
trous. Cela peut aussi etre combine k une multi -application de 
I'appareil, c'est-a-dire a la repartition de la dose vaccinale 
en plus d'une application de I'appareil en des endroits 
dxfferents. De maniere particulierement prdf^ree, on pourra 
utiliser un appareil a 5 ou 6 trous en mono-application ou en 
multi-application, de preference en double-application. 
25 Un cas typique de 1' invention est une sequence d'ADN 

codant pour un immunog^ne du virus BRSV et en particulier pour 
le g^ne G et/ou F de ce virus (par exemple Souche 391-2 : R. 
Lerch et al . Virology. 1991. 181. 118-131). 

un autre cas typique de 1 ' invention est une sequence d'ADN 
codant pour un immunog^ne du virus de la rhinotrach^ite 
mfectieuse bovine (IBR) ou herpesvirus bovin (BHV) , en 
partxculier pour le gene gB et/ou le g^ne gD (par exemple 
Souche ST : Leung-Tack P. et al . Virology. 1994. 199. 409-421). 

Un autre cas typique de 1 ' invention est une sequence d'ADN 
codant pour un immunog^ne du virus de la maladie des muqueuses 
(BVD) , en particulier le g^ne E2 et/ou le gene El (par exemple 
Souche Osloss : L. De Moerlooze et al. J. Gen. Virol. 1993 74 
1433-1438). On peut egalement associer des genes de differents 
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sous-types de BVD, par exemple d'Amerique du Nord et d'Europe 
(A. Dekker et al . , Veterinary Microbiol., 1995, 47, 317-329). 

Un autre cas typique encore de 1' invention est une 
sequence d'ADN codant pour un immunog^ne du virus parainfluenza 
5 de type 3 (PI-3), en particulier pour le gene HN et/ou le g^ne 
F, de preference le gene HN (sequence des genes F et HN d^posee 
par H. Shibuta en 1987. n° d'acces de la sequence sur GenBank 
= Y00115) . 

En cas de combinaison de 2 genes, par exemple F et G de 
10 BRSV, HN et F de PI-3 ou gD et gB d'IBR, les sequences 
correspondantes pourront etre inserees dans le meme plasmide ou 
dans des plasmides differents. 

Par gene d' agent pathogene, on entend non seulement le 
gene complet, mais aussi les sequences nucleotidiques 
15 differentes, y compris fragments, conservant la capacite k 
induire une reponse protectrice. La notion de gene recouvre les 
sequences nucleotidiques equivalentes k celles decrites 
precisemment dans les exemples, c'est-A-dire les sequences 
differentes mais codant pour la meme proteine. Elle recouvre 
20 aussi les sequences nucleotidiques d'autres souches du 
pathogene considere, assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont ete 
modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1 ' animal bote 
25 mais codant pour la meme proteine. 

On comprend bien entendu que 1' invention consiste en 
1' adaptation des vaccins ADN de I'art ant^rieur a une 
administration intradermique par un appareil d' administration 
par jet liquide. Si cela entraine des modifications au niveau 
de la formule de vaccin et en particulier de la viscosite. de 
la quantity d'ADN et du volume de dose a administrer, il va de 
soi que 1' invention s' applique par ailleurs k toutes les 
constructions de vaccin ADN decrites dans I'art anterieur. 
L'homme de I'art pourra done se ref^rer k I'^tat de I'art du 
domaine de la vaccination ADN et en particulier aux documents 
discutes plus haut . 

De maniere plus specifique, les unites de transcription 
utilisees dans les formules de vaccin selon 1 ' invention 
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comprendront un promoteur eucaryote fort tel an. T 

hCMV IE. ^® •'■^ promoteur 

La formule de vaccin selon 1 ' invenr i r^r, 

pc..a:rvr*7:"..t7:::r:n' r""^^ ^^^^^ ™^ in...ua.i.n 

10 plu.ieurs doses d ■ ull f . c-prenant 

pr.=.d.^e.., 1-appaTeil a al' \ 

H^i • ^PPareil d administration etant concu oour 

del.v.e. una dose de fo™.Ie da vaccin e„ intrade^ije 

ta.e l'=PP-eil d' administration co^porte une 

15 mi % " 1 a 10 buses, nota™,ent de 4 A 6 de 

-L3 preference 5 ou 6 . ci ae 

L^appareil d ' adxninistration peut avoir les differentes 
caracter.stx^es donnees dans la description detaillee Les 
appareils d^ad^inistration pr.f.r.s sent ceux c^i reproduisen 
-20 ''''' -administration o.tenues avec I 

d'un pirrmrdT'' ---tion a egalement pour objet 1 'utilisation 
d un plasmxde associant une sequence d'ADN codant pour un 
immunogene de pathoaen,^ 

T,^ . Pac^ogene bovm et un promoteur permettant 

1 expression de ce type d ' immunogene , pour la preparation ^ 
25 fn^Mic* . t^^^i -I- ci preparation d' une 

for^nule de vaccxn polynucl^otidique selon les differents 
modalxtes d6cr-it*ac: r^A ^ ^-^i. serenes 

intrad.™- ==.-dessus, adaptee A 1 ■ adninistration 

.nt.ader™.c5ue par .n appareil d-ad.inistration par Jet liguide 
L invention a «galement pour objet une m^thode de 

30 ITZTZ '•'•^ '^^^"^ °" '^^-^^-^ intradel^e 
foLle d ' ^-administration par jet li^ide, 

des™us I. dJ""" ^°^^-^*«idi^e telle ^e d*crite ci- 
dessus. L admrnxstration du vaccin peut s'effectuer par une ou 
Plusxeurs d*charges d-un volume de formule determine IT 
^1 est possible de pr^voir une ou plusieurs vaccinations 

35 reparties dans le temps. ccmations 



La methode de vaccination selon 1- invention pourra 
reprendre les dom>ees cit.es plus haut en ce ^i co™ 
notamaent I'appareil d' administration 4 utiiiser 
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L' invention va etre maintenant decrite plus en details a 
I'aide de modes de realisation de 1 ' invention non limitatifs en 
se referant aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 decrit un plasmide comprenant le gene G du 
5 virus BRSV sous le controle du promoteur hCMV, pour la 

vaccination des bovins contre ce virus. 

- la figure 2 represente un graphe comparant I'efficacite 
d'une vaccination contre le virus BRSV par voie intramusculaire 
IM (bovin 1349) et intradermigue ID (bovins 1352 et 1353), avec 

10 les jours en abcisse et le titre infectieux en ordonn^e. 
Prepairation du gene svnthgtlcme G de BRSV 

Le virus syncitial respiratoire bovin est un Pneuraovirus 
de la famille des Paramyxovirus. II s'agit d'un virus enveloppe 
qui se replique dans le cytoplasme et possede un ARN genomique 

15 simple brin en orientation negative. Le genome de BRSV code 
pour deux glycoproteines transmembranaires ma j eures , la 
proteine de fusion F et la prot^ine d ' attachement G. 

On a realise une version synthetigue du gene G en retirant 
de ce gene tous les signaux d'epissage potentiels (G, Keil, 

20 Federal Research Centre for Virus Diseases of Animals, 
Friedrich Loffler Institute, D-17498, Insel Riems, Germany). 

La region codant pour le g^ne G a et^ determinee par Lerch 
et al.. Journal of Virology, 1990, 64, 5559-5569). La region 
codante correspond a 257 acides amines et h la caracteristique 

25 d'une glycoprot^ine transmembranaire de type II. Elle possede 
un domaine cytoplasmique N- terminal de 40 acides amines suivi 
d'une region transmembranaire de 25 acides amines. Le restant, 
a savoir les 192 acides amines C-terminaux, forment le domaine 
extra-cellulaire de la proteine G. On a synth^tise une sequence 

3 0 d'ADN ayant un cadre ouvert de lecture codant pour exactement 
les memes 257 acides amines trouves par Lerch et al, mais sans 
les signaux d'epissage potentiels. On a realist la traduction 
inverse de la sequence des 257 acides amines en toutes les 
sequences d'ADN possibles codant pour une telle sequence 

3 5 d' acides amines. Cela a et6 realise en utilisant le programme 
de traduction inverse d'une sequence de protdine RTRANS de 
PCGene de A. Bairoch. , Universite de Geneve, Suisse 
(IntelliGenetics Inc) . On a determine les sites potentiels 
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d-epissag. en ucili.ant le progr^e d-analyse d'acide 
nucl.xque ■Sxg.al-. Ce progra^e esr bas^ =ur la mithode de ll 
^ rxc. po„a.r*e de staden U984. Kucleic Acid. Research 12 

d epxssage (borduras intron/exon) et les sites accepteurs 
potent.els d-epissage (bordures exon/intron, . A I.aide de cIs 
donnees de se^ence. on a pu .uter !• ensemble des signaux 
Lti"'^% — -^i"e. la capaci., p„L ^ 

prote.ne. En part.cuUer, les dinucleotides GT peuvent 
for^e. l.ex„..it* 5- d.un intron et les dinucUotTdes ~ 
peuvant former 1-extremite d'un intron ont 4ti ratios 

lorsque cela etait possible. 

Pour synthetise. la sequence de nucleocidigues adaptee 
codan. pour G, on a synthetise des oligonucleotides d'environ 
100 resxdus couvrant les deux brins de la sequence complete, a 
1 axde d'un synthetiseur d'ADN (par exemple synthetiseur d'ADN 
Per^.n. El.ers /Applied Biosyste^s 381A ; on peut egale^en; 
ut.lxser les oligonucleotides comxnercialement disponibles) Les 
olxgonucleotides complen^entaires sont hybrid^s pour fom^er un ' 
fragment double brin et clones dans des vecteurs procaryotes 
tels c^pue paci8 ou pUC19. En utilisant des sites de restriction 
enzymatxque appropries, on lie ensen^le les fragments d'ADN 
Clones dans le bon ordre en utilisant les procedures de clonage 
standard (Sambrook et al.. Molecular Cloning A laboratory 
Manual. 2eme edition. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Sprxng Harbor New York 1989). La sequence nucleotidique du 
fragment d'ADN qui en resulte a ete determinee ^ I'aide des 
procedures de s^quen^age standard (Sambrook et al.) pour 
contrSler que la sequence est correcte. 

Constr uction du veeta nT- A' ^-r. 
, gvix- g expraasxon eucaa r yota com py«naTi«- 

le gene G derriere la p r-r^^n oteur hnw 

Pour assurer son expression, le g^ne synthetique G a 6te 
clone aans un vecteur. Dans cet essai preliminaire. on a 
utxlxse un vecteur immediatement disponible au laboratoire a 
savoxr le vecteur d' expression eucaryote 175hCMV. Ce vecteur 
Plasmxdxque contient deux fragments provenant du virus BHVl 
qux flanquaient a 1 ' origine la glycoproteine E de la souche 
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BHVl hollandaise appelee Lam (Van Engelenburg et al , , 1994, 
Journal of General Virology 75, 2311-2318) . Le fragment 
flanquant gauche (Ctenn gl) commence au site PstI situe dans le 
cadre de lecture ouvert de la glycoproteine gl et se termine au 
5 site BstBI (ou AsuII ) , 17 nucleotides en amont du debut (start) 
du cadre ouvert de lecture du g^ne gE. Ce fragment est indique 
par : Cterm gl . Le fragment flanquant droit commence au site 
EcoNI situe au niveau du codon stop du cadre ouvert de lecture 
gE et se termine au niveau du premier site Smal amont dans le 

ID fragment de repetition terminal (TR) . Ce fragment code pour le 
gene US9 . Ce fragment est indique par : US9 et TR. Ces deux 
fragments ont ete clones dans le site PstI et le site EcoRI 
(bout franc) de pUClS. Entre le site BstBI et le site EcoNI, un 
fragment Asel (bout franc) de 720 pb contenant la plus grande 

15 partie du promoteur Immediate Early du cytomegalovirus humain 
(hCMV-P) a ete clone avec une region polylinker et se terminant 
avec un signal de polyadenylation (Poly A) . Le gene G 
synthetigue a ete clone dans 1 ' orientation indiquee k 
I'interieur du site Smal de cette region polylinker. Le 

2 0 plasmide obtenu a ete appele PR608. Voir la figure 1. 

Controle de 1 ^ expression in vitro de G a partir du 
plaamide PR60 8 : 

On a realise un essai d' expression transitoire afin de 
25 tester si le plasmide PR608 peut exprimer la proteine G. Pour 
cet essai, 1,5 |ag d'ADN purifi^ de plasmide PR608 a ete 
transfecte dans une monocouche de cellules de trachee 
embryonnaire bovine (EBTr) en culture, Ces cellules EBTr ont 
ete cultivees dans du milieu essentiel minimal de Earle avec 10 

3 0 % de serum bovin foetal (Integro) et des antibiotics [125 UI de 

penicilline (Gist-Brocades) , 125 |ig de streptomycine 
(Biochemie) , 37,5 UI de nystatin (Sigma) et 37,5 jxg de 
kanamycine (Sigma) par ml] . La transfection a ete realisee 
conformement a la methode standard de precipitation au 
3 5 phosphate de calcium selon F.L. Graham et A.J. van der Eb 
(1973, Virology 52, 456-467). Apr^s transfection, I'ADN 
plasmidique est transport^ dcins le noyau des cellules 
transfectees et les proteines codees sont exprimees grace au 
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mecanisme de la cellul^^ hr^ho m^^^^t 

a 0 1 % d.. .77 Normalement, seulement de 0,01 % 

0,1 % des cellules de la monocouche transfectee vont 
xncernaliser I'ADN et exprimer les genes codes. 
Prepar ation f^a i # » ^ . 

d un =to=. d.E. ccli K12 dan. le glycerol, cellules DH5alpha T- 
ccmprenant le plasmide PR608 4 2 litres de ,„ilieu LB Ji est 
.ilieu standard pour la croissance des bact.ries Cette 
10 culture de 2 litres est incuWe a 37»c pendant 20 heures et les 
cellules ampUfiies sont r^coltees en utilisant des flacons de 

l lnTr r Centra-8R A vitesse maxi^ale. 

L ADN du plasinxde PR608 a- ^te isole des cellules du culot en 
suxvant la ^ethcde de lyse alcaline standard de Birnboi. et 
15 Doly telle ^e decrite par Sa^roo. et al . , ,1989. Molecular 
Cloning a Press Laboratory Manual, 2eme Ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, . L'ADN du plasmide isoli a ete ensuite 
dxssous dans 20 ml de TE ,10 i*, Tris et 1 EDTA. pH 7 4, et 
soumxs 4 une electrophorese poux determiner la concentration 
d ADN et pour estimer la <jualite de l-ADN. A partir d-une 
culture nor^ale de 2 litres, on peut isoler 40 mg de plas.ides,- 
environ 60 % du plasmide PR608 se trouve dans l-^tat supe; 

enroule et environ 30 % et dan«: = ^- • 

et aans i etat circulaire relache 

La preparation de plasmides est stock^e a - 20-C Avant 

applxcation de I'ADN de plasmide PR608, la solution d'ADN est 

diluee a 0,5 mg/ml dans 1 x PBS er tit r„,-t-« i 

TE. Cette solution d'ADN 
tamponnee est pipette dans des flacons de 10 ml adapt^s 4 
1 appareu Pigjet et stocks 4 40c pour une utilisation dans 
les 1 a 2 heures. 

Appareil d^admini«i- ^ation P<g-f ^- 

L'appareil d' administration de type portatif, de type 
P^g.et, comprend dans un boitier muni d'une poignee une 
chambre calibree a 0,2 ml et un piston maintenu norznalement en 
35 p'ton" """" solidaire dudit 

L'appareil comporte en outre une tete A r 

, . , , v-'wuic une cete a 5 gicleurs ou 

buses, destines a calibrer le^ -i^r- 

^ -Le Det, soit une tete a 1 gicleur et 
un dispositif de fi1rr-»i-- , a-i-^^eur ec 

de filtration pour ^viter 1' injection 
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d' eventuelles impuretes, Les gicleurs sont legerement ecartes 
les uns des autres . 

La poussee du jet a la sortie du gicleur peut etre fixee 
a 100 bars pour le Pigjet k 1 gicleur. 
5 Provoquee par un moyen approprie, la compression du 

ressort provoque le deplacement du piston et done 1' aspiration 
de la dose de vaccin a partir d'un reservoir ou flacon adapte, 
fixe sur le boitier. 

La liberation du ressort provoque la rentree du piston et 
10 1' ejection de la dose par la ou les buses, 

Essais de vaccination et d^epreuvg ; 

4 veaux exempts d'organismes pathogenes specif iques ont 
ete obtenus par cesarienne, ont et4 prives de collostr\iin et 
eleves a I'isolement. Les veaux ont ete vaccines 6 fois k 1 

15 semaine d ' intervalle , a partir de I'age de 6 semaines. 2 
animaux ont ete vaccines par voie intradermique au moyen du 
Pigjet a 1 gicleur (Endoscoptic , Laons, France) et 2 animaux 
ont ete vaccines par voie intramusculaire avec aiguille 
calibree 25. Le Pigjet est appliqu^ de fagon que sa tete soit 

20 au contact de la peau et perpendiculaire k celle-ci. afin que 
le jet de vaccin ait une direction orthogonale ^ la peau. 
Chaque vaccination a consiste en 500 |xg d'ADN de plasmide dans 
1 ml de tampon phosphate PBS. Les vaccinations intradermiques 
ont consiste en 5 injections de 0,2 ml dans la peau de la patte 

25 posterieure et les vaccinations intramusculaires ont consiste 
en 1 injection dans le muscle gluteus. La peau a ete rasee 
avant vaccination. 

On a obtenu les titres en anticorps qui apparaissent dans 
le tableau I suivant : 

3 0 - vaccination aux semaines 0,1,2,3,4,5 

- epreuve ^ la semaine 6 

- suivi du titre en anticorps aux semaines 0^8 
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a : ces veaux ont ete sacrifies en raison de 1' apparition de 

problemes de sante importants, non associes aux vaccinations 

Suxte aux injections d'ADN, on observe I'apparition 

d ant.corps au bout de 3 semaines chez les animaux vaccines par 

voie ID et de hauts titres a nar^i•r h« i 

^xtxes a partir de la semaine 4 

s etablissant en plateau. 

Les veaux ont ete ensuite eprouves a 1 ' aide de virus BRSV 
xnfectieux. L ' inoculation du virus a ete realisee 6 semaines 
apres la premiere vaccination par instillation intranasals d'l 
ml de virus de souche Odijk (10-« TCID,,/xnl) dans chaque naseau 

Pour es timer I'efficacite de la vaccination, on a suivi 
I'excretxon de virus par le titre infectieux TCID^o/ml jusgu'^ 
^2 ,ours apres 1' infection, sur des ecouvillons nasopharyng^s 
(sw) et dans du fluide de lavage (Lav) des poumons (Figure 2) 

On a pu demontrer qu'un plasmide codant pour la proteins 
G de BRSV administre par voie intradermique par jet liguide 
protegeait contre une epreuve virulente par ce virus La 
vaccination intradermique ^ i^aide d'un appareil 
d' administration ayant une tete d'ejection 1 trou, induit 
rapxdement des titres en anticorps Aleves contre la proteine G 
ce qui n'a pas ete observe par la vaccination intramusculaire 
En outre, les titrages de virus BRSV infectieux dans les 
fluxdes de lavage des poumons et sur les ecouvillons 
nasopharynges etaient eleves pour les veaux vaccines par voie 
intramusculaire et virtuellement absents chez les veaux 
vaccines par voie intradermique. Les signes cliniques Etaient 
legers et ne differaient pas de maniere marquee entre les 
animaux . 

on a egalement remarqu^ une tr^s bonne innocuite lorsqu'on 
utilisait le Pigjet, cette technique ne necessitant d'ailleurs 
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pas d'induire une inflammation prealable du tissu comme c'est 
le cas avec les parcicules d'or. 

En outre, ce qui est remarquable, c'est I'obcention d'une 
protection avec la proteine G qui, a I'ordinaire n'est pas tres 
5 immunogene (P.L. Collins dans : The Paramyxoviruses, 1991, Ed. 

D.W. Kingsbury, New-York, Plenum Press) et le titre eleve en 
anticorps obtenu apres vaccination intradermique est comparable 
a celui obtenu apres infection naturelle ou vaccination avec un 
vaccin vivant teste par ailleurs. 
10 L' invention concerne aussi la methode de preparation des 

formules de vaccin telle qu'elle ressort de cette description. 
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REVINDICATIONS 



15 



20 



a 
on 



un 
e 



1. Formule de vaccin polynucleotidique destine au bovin 
coxnprenant: una quantite efficace par voie intraderxnique d'un 
Plasmxde associant une sequence d'ADN codant pour un inununog^ne 
d un agent pathog.ne bovin et un pro.oteur per^ettant 
1 expression de cet immunog^ne in vivo dans les cellules de 1 
peau cette formule de vaccin etant adapt^e a 1 ' administratior 
xntradermique par un appareil d' administration par jet lic^ide ' 

— selon la revendication i' 
caracterxsee en ce que le plas.ide est present^ dans u' 
venxcule adapte a la voie intradermique sous un volume de dos. 
compris entre 0 , 1 et 0 , 9 ml , de preference entre 0.2 et 0,6 ml 
Plus preferentiellement entre 0,4 et 0,5 ml, apte ^ etre 
administre par jet liquide en intradermique . 

3. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 
caracterisee en ce que le plasmide est present dans la formule 
de vaccxn en une quantite intradermiquement efficace de 10 ng 
a 1 mg, de preference de 100 ng a 500 ng, plus 
preferentiellement de 0,5 ^g ^ 50 fig. 

4. Formule de vaccin selon la revendication 3 
caracterisee en ce que la sequence d'ADN code pour un 
xmmunog^ne d'un agent pathogene choisi parmi le groupe 
consistant en : virus BRSV, virus IBR, virus BVD et virus PI 3 

5- Formule de vaccin selon la revendication 4 
caracterisee en ca que la sequenca d'ADN code pour le g^ne gB 
et/ou le gene gD du virus IBR. 

6. Formule de vaccin selon la revendication 4 

30 IIT^T'/"""" ^'^^^^^ ^'^^ pour le g^ne G 

JU et/ou F du virus BRSV. 

7. Formule de vaccin selon la revendication 4 
caracterisee en ce que la sequence d'ADN code pour E2 et/ou El 
au virus BVD. 

vaccin selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que la sequence d'ADN code pour HN et/ou F 

du virus PI 3 . 

9. Formule de vaccin selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce que le promoteur est 
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un promo teur eucaryote fort, tel que le promoteur hCMV IE. 

10. Formule de vaccin selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'elle est 
conditionnee dans un flacon multi-doses adapte A un appareil 

5 d' administration intradermique par jet liquide, de preference 
le Pigjet. 

11 . Installation portative de vaccination bovine 
comprenant un appareil d' administration par jet liquide et un 
flacon adapte comprenant plusieurs doses d'une formule de 

10 vaccin selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, 
1' appareil d ' administration etant conqu pour delivrer une dose 
de formule de vaccin en intradermique. 

12. Installation selon la revendicat ion 11, caracterisee 
en ce que 1' appareil comporte une tete d' ejection munie de 1 a 

15 10 buses, notamment de 4 a 6 , de preference 5 ou 6 . 

13. Utilisation d'un plasmide associant une sequence d'ADN 
codant pour un immunogene bovin et un promoteur permettant 
1' expression de cet immunogene, pour la preparation d'une 
formule de vaccin polyhucleotidique adaptee a 1 ' administration 

20 intradermique par un appareil d ' administration par jet liquide. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en 
ce qu'_elle comporte entre 10 ng et 1 mg d'ADN, de preference 
entre 100 ng et 500 p.g, de preference entre 0,5 |J.g et 50 fig, 
sous un voliome de dose compris entre 0,1 et 0,9 ml, de 

25 preference entre 0,2 et 0,6 ml, plus pref erentiellement entre 
0,4 et 0,5 ml. 

15. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en 
ce que la sequence d'ADN code pour un immunogene d'un agent 
pathogene choisi parmi le groupe consistant en : 

30 virus BRSV, IBR, BVD, PI 3 . 
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